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流式细胞仪用于人白血病骨髓细胞增殖特性的分析

C h a r a c t e r i z a t i o n o f P r o l i f e r a t i o n o f h u m a n b o n e m a r r o w c e l l s o f l e u k e m i
-

a b y f l o w e y t o m e t r y

宫立众 张书模 (第三军医大学大坪医院血液科 ) 6 3 0 0 4 2

流式 细胞仪 ( f l o w 。 y t o m e t e r ,

F C M )是 7 0年代发

展起来的综合多学科的高科技产品
,

能对单个细胞进

行定量分析
,

具有快速
、

准确
、

大量和多参数同时获取

的特 点
,

为研 究细胞增殖 动力学提供 了强有力的手

段 〔`〕
,

已广泛应用于临床肿瘤学研究
t , 〕 。

白血病是造血

组织常见的恶性肿瘤
,

为了解 白血病细胞的增殖状态

和特 点
,

我们用 F C M 测定 了 40 例 白血病 患者骨髓细

胞周期分布
,

报告分析如下
:

材料和方法

1
.

1 病例

未经治疗的白血病 40 例
,

其 中急性非淋 巴 细 胞白血病

( A N L L ) 2 2例 ( M
,

2例
,

M
Z

1 2例
,

M
,

2例
,

M
5

5例
,

M
。

l 例 )
,

急性淋巴细胞白血病 ( A L L )7 例
,

慢性髓性白血病 (C M )L 9例
,

慢性淋 巴细胞白血病 ( C L L )2 例
。

均经 临床
、

血象
、

骨髓象和组

织化学诊断
。

年龄 n ~ 72 岁
,

平均 36
.

3岁
;
男 27 例

,

女 13 例
。

正常

对照为血象
、

骨髓象均正 常的健康献髓者 10 例
,

男 7例
,

女 3例
,

平均年龄 34
.

2岁
。

1
.

2 标本制备

骼后上 棘穿刺取髓液 。
.

5一 1
.

s m】
,

肝素抗凝
。

用淋 巴细胞

分离液 ( 比重 1
.

0 77 士 。
.

。。 2) 分离单个核细胞
,

用 p H 7
.

2的 PBS

洗二遍
,

制成单个细胞悬液
,

于 70 %冷乙醇中固定
。
4 ℃保存待

测
。

测定前取固定细胞 l x l 。
` ,

用 PBS 洗去乙醇
,

每管加入碘化

丙 吮 ( P l
,

S ig m
a )一步染液 ( 1 0 0 m l P l 一步染液中含 P l 5 m g

,

R N a s e 2 m g
,

T
r i t o n 一 x 一 1 0 0 1 m l

,

生理 盐水 6 5 m l
,

构椽

醚内1 00 m g )1 而
,

振荡混匀置 4℃冰箱中30 而
n
后即可上机测量

。

1
.

3 细胞周期浏定和数据处理

F CM 为 美国 B
e e t o n D ie k i

n s o n
公 司 生 产 的 F A C S t a r

P lL lS
,

氢离子激光器
,

激发功率 70 m w
,

激光波 长 4 88
n m

,

DM 56 。双色分光镜及 D F 58 5带通滤片
,

线性获取
,

每个样品测

1。。 00 。个细胞
。

测定前用鸡血红细胞校正仪器
,

使其变异系数

( C V ) 稳定在 3% 以内
。

用专用 H P 一 9 0 0 0 / 3 4 0 型计算机及 C e l l
-

FI T 程序 (2
.

01
.

2版本 )进行细胞周期分析
,

得出细胞周期各阶

段的比例
。

用 t 检验和相关分析进行统计学处理
。

2 结果

2
.

1 正常及白血病骨髓细胞周期分布

正 常骨髓细胞 S + G
Z

M % 为 24
.

50 士 5
.

71
,

A N L L
,

A L L
,

C M L
,

C L L 的 S + G
Z

M %均值均低于此值
,

尸 < 。
.

01 或 0
.

05
,

见

附表
。

其中急性白血病组 中 S + G
Z

M %高于 正常均值者仅 2人
,

余均低于正常均值
。

C L L 的 S + G
Z

M 环为最低
。

附表

组别

正常

正常及 白血病骨髓细胞周期分布 ( % )

例数 G Z

M S + G Z

M 范围

l 0

2 2

7

9

2

7 6
.

7 5士 4
.

4 4

8 4
.

9 6士 6
.

2 9

1 7
.

0 4 士 4
,

4 6 6
.

3 7士 6
.

6 6 2 4
.

5 0士 5
.

7 1 8
.

9~ 3 2
.

0

A N L L

A L L

C M -I

C L L

l ()
.

4 5士 4
.

6 8 4
.

5 2士 3
.

3 1 15
.

12士 6
.

4 3 5
.

9 ~ 2 9
.

1

8 2
.

6 3士 5
.

5 9 1 1
.

4 5士 4
.

8 5 7
.

3 0 士 4
.

6 4 1 7
.

3 6士 6
.

1 4 5
.

2 ~ 2 4

8 ( )
.

5 3士 5
.

64 1 5
.

9 9士 4
.

7 5 3
.

9 3士 1
.

9 3 19
.

4 7士 5
.

3 1 1 0
.

7 ~ 3 0
.

1

9 1
.

8 5士 0
.

78 6
.

1 5士 1
.

4 8 2
.

0 ( )士 0
.

7 1 8
.

15士 〔)
.

7 8 7
.

6 ~ 8
.

7
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2
.

2 骨越细胞周期分布与原始 + 幼 稚 细胞的比例和

增生程度的关来

正常对照的原始+ 幼稚细胞的比例与 S + G :

M %之间呈正

相关
, r 一 。

.

87
,
尸 < 。

.

01
。

提示 在正 常人处于增 殖状 态的主要

为不成熟的原始+ 幼稚细胞
。

白血病骨髓原始 + 幼稚 细胞占

80
.

9士 1 0
.

2 %
,

与 S + G
Z

M %之间无相关
, ; 一 0

.

05
.

反映了骨

健白血病细胞的增殖的异常状态
。

骨髓的增生程度按常规分为

5级
,

与 S + G
Z

M %呈 显 著的负相 关
, ; ~ 一 。

.

59
,

提 示 S 十

G
:

M %减低可能与白血病细胞负荷有一定关 系
。

3 讨论

白血病细胞周期各时相的分布是研究细胞增殖动

力学的主要指标
,

细胞周期中 S + G
Z

M 期的 比例反映

了白血病细胞群体中处于增殖阶段的数量
,

从一定程

度上代表了细胞增殖状态
。

F C M 根据细胞中 D N A 含

量来区别处于不同增殖阶段的细胞
,

从而确定细胞处

于细胞周期各时相的比例
〔, 〕 ,

比用
3
H 一 T d R 同位素掺

入的放射 自显影方法测定细胞周期更快速
、

准确和简

单
。

白血病细胞处于 S + G
Z

M 期的比例低
,

表 明白血

病细胞处于低增殖状态
,

与用同位素掺入 和文献报告

用 F C M 测定结果一致 〔卜
` 〕 。

骨髓细胞增殖状态由高到

低依次 为
:

正常人
,

C M L
,

A L L
,

A N L L
,

C L L
。

且 白血

病与骨髓细胞增生程度呈 负相关
,

提示骨髓细胞的周

期分布与白血病细胞负荷有关困
,

可能由于 白血病细

胞负荷大
,

争夺营养
、

生存空间缩小
,

白血病细胞间相

互抑制作用加强等原因
,

使白血病细胞为了生存被迫

处于低增殖状态
。

更主要的原因是 白血病细胞本身质

的异常
,

即增殖状态的异质性
〔 2

,

5」
根据有三

,

一是在离

体培养下的白血病细胞
,

用
’
H 一 T dR 掺入测细胞周期

时
,

在同样细胞浓度
、

保证营养的条件下
,

仍可见白血

病细胞的低增殖状态3[]
。

二是正常骨髓细胞增殖状态

与原始 + 幼稚细胞的比例呈正相关
,

提示处于增殖状

态的细胞主要为原始和幼稚细胞
,

相反
,

在白血病骨髓

细胞中周期分布与原始 + 幼稚细胞 比例无相关
,

这就

表明白血病骨髓细胞中原始 + 幼稚细胞在增殖状态上

不同于正常骨髓中的原始 + 幼稚细胞
,

即低增殖状态
。

三是不同类型的白血病细胞周期分布也是有差异的
。

尽管白血病细胞增殖状态低下
,

细胞周期时间延长
,

但

处于增殖状态的 白血病细胞的多次分裂
,

较少的细胞

丢失
,

清除时间延长等原因
,

仍导致骨髓中白血病细胞

的大量聚积 , 习。

在临床上
,

几种 白血病 的自然病程是不同的
。

A N
-

L L
、

A L L
、

CM L 的 S + G Z

M %递增与自然病程延长相

吻合
,

一定程度上提示 S + G
Z

M %与预后有关
。

增殖状

态愈低
,

自然病程愈短
,

预后愈差 ; 增殖状态高
,

自然病

程长
,

预后相对也好
。

用体外
,
H 一 T d R 掺入未经治疗

急性 白血病细胞
,

标记指数低者
,

病情重
,

死亡快 ; 标记

指数高者
,

病症轻一般情况较好陌
。

白血病细胞大都处于非增殖 状态
,

非 D N A 合成

期
,

且有个体差异
,

这就决定了 白血病细胞对化学治疗

的敏感性差
,

治疗需要持久和化疗方案个体化
。

白血病

细胞增殖状态低下为先诱导 白血病细胞进入细胞周期

后再杀灭之的化疗方案提供了细胞动力学理论依据
。

若能把 白血病细胞诱导进入增殖状态
,

则可能更大程

度地发挥化疗对 白血病细胞的杀灭作用
。

已有文 献报

告
,

白血病细胞的增殖状态的个体差异与预后和疗效

有关
,

S + G Z

M %可作为指导 白血病个体化疗的细胞

动力学根据 L , 一 〕 。
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梁德佳主管技师
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重庆 医科大学

第一附属 医院血液室播健主管技师提供骨髓标本
。

感谢本校中

心实验室李才安高级实验师做流式细胞周期分析
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